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Abstrakt

Bakteridlni rod Mycobacterium, je vyznamny rod pattici do kmene Actinomycetota.
Jsou do n¢j tazené druhy saprofytické i obligatné parazitické, naptiklad Mycobacterium
tuberculosis. Rod Mpycobacterium disponuje schopnosti tvorby biofilmu. Biofilmy jsou
mnohobunéénd a trojrozmérna spoleenstva mikroorganismu, kterd jsou obalena extracelularni
matrici. Na jeho tvorb¢ se podileji glykopeptidolipidy, mykolové kyseliny s kratkym fetézcem,
monomeromykolyl diacylglycerol, geny podminujici tvorbu biofilmu a chaperoniny, naptiklad
GroEL, a isonitrilova lipopeptidova syntetdza. Biofilm umozituje mykobakteriim vyraznou
odolnost, naptiklad proti chemickym latkdm, ochranu, napiiklad pifed imunitnim systémem
hostitele, a je také jednou z pficin antibiotické rezistence. Biofilmy jsou dulezitymi faktory
patogenity v mediciné nejen kviili plisobeni antibiotické rezistence, ale také kvili plsobeni
chronickych infekei, kolonizace katetri a implantatii, kvili imunomodula¢nim G¢inktm a také
velmi komplikuji diagnostiku maskovanim pfitomnosti bakterii. V antibiotické rezistenci
mykobakterii hraje roli i toxin-antitoxinovy systém. Biofilmy lze detekovat mnohymi zptsoby
jako jsou riizné mikroskopické metody, naptiklad konfokalni laserova skenovaci mikroskopie,

barvici techniky, naptiklad barveni celuldzy, a i pomoci hmotnostni spektrofotometrie.

Kli¢ovéa slova: Mycobacterium, biofilm, rezistence, Mycobacterium tuberculosis, antibiotika,

adheze, netuberkulozni mykobakterie



Abstract

The bacterial genus Mycobacterium, is an important genus belonging to the phylum
Actinomycetota. It includes both saprophytic and obligately parasitic species, such as
Mycobacterium tuberculosis. The genus Mycobacterium has the ability to form biofilms.
Biofilms are multicellular and three-dimensional communities of microorganisms that are
encased in an extracellular matrix. Involved in its formation are glycopeptides, short-chain
mycolic acids, monomeromycolyl diacylglycerol, biofilm-associated genes and chaperonins
such as GroEL and isonitrile lipopeptide synthetase. Biofilms provide mycobacteria with
significant resistance, for example to chemicals, protection, for example from the host immune
system, and are the cause of antibiotic resistance. Biofilms are important pathogenicity factors
in medicine due to the action of antibiotic resistance, but also due to the action of chronic
infections, catheter and implant colonisation, due to immunomodulatory effects, and also
greatly complicate diagnosis by masking the presence of bacteria. The toxin-antitoxin system
also plays a role in the antibiotic resistance of mycobacteria. Biofilms can be detected by many
methods such as various microscopic methods such as confocal laser scanning microscopy,

staining techniques such as cellulose staining, and even mass spectrophotometry.

Key words: Mycobacterium, biofilm, resistance, Mycobacterium tuberculosis, antibiotics,

adhesion, nontuberculous mycobacteria
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1 Uvod

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnou dosavadni poznatky o bakteridlnim rodu
Mycobacterium a to zejména poznatky ohledné tvorby biofilmu a vyznamu mykobakterialniho

biofilmu v mediciné.

Bakterialni rod Mycobacterium, je vyznamny rod pattici do kmene Aktinomycetota. Do
rodu Mycobacterium je zarazeno okolo 188 druhi, mezi kterymi nalezneme enviromentélni
saprofytické mykobakterie, ale 1 bakterie obligatné parazitické, jako napiiklad Mycobacterium
tuberculosis nebo Mycobacterium leprae. Mykobakterie disponuji schopnosti tvorby biofilmu,
ktery umoznuje vyraznou odolnost vic¢i vliviim prostiedi i vi¢i antimikrobialnim latkam, coz

je déla velmi vyznamnymi faktory patogenity v medicing.

V této praci jsou rozebirany charakteristické vlastnosti a vyznam rodu Mycobacterium,
stavba cytoplazmatické membrany, bunécné stény a pouzdra mykobakteridlni buiiky, které jsou
dilezitymi faktory virulence. Dale je v praci rozebirand charakteristika biofilmi, jejich
struktura, dale tvorba a rtist, kde jsou v kapitole rozebrany jednotlivé faze tvorby a ¢im je tvorba
biofilmu podminéna. V dalsi kapitole jsou vyjmenovéany a charakterizovany metody, jakymi
jsou biofilmy detekovatelné. V posledni nejdelsi kapitole, je rozebirdn vyznam biofilmi
v medicing, kde je popisovana tuberkul6za, jejimz piivodcem je Mycobacterium tuberculosis,
a také onemocnéni zpiisobend netuberkuloznimi mykobakteriemi. Biofilmy maji vyznam
v mediciné hlavné z terapeutického hlediska, a to z dlivodu zptsobené antibiotické rezistence.
V praci jsou rozebirdny pficiny bakterialni rezistence 1 toxin — antitoxinovy systém, majici na
rezistenci vyznamny podil. V praci je také podkapitola vénovana testovani citlivosti na léky u

rezistentnich bakterii.



2 Charakteristika rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium zahrnuje okolo 170 druhl, mezi které patii obligatni parazité
pusobici onemocnéni u Clovéka, napiiklad Mycobacterium tuberculosis, a enviromentalni
saprofytické mykobakterie, zvané jako netuberkulozni mykobakterie (NTM, nontuberculous
mycobacteria), které jsou velice rozsitené. Casto se také nazyvaji jako ,,mykobakterie jiné, néz
tuberkulozni® (MOTT, mycobacteria other than tuberculosis). Netuberkulozni mykobakterie
byly izolovany napftiklad z pfirodnich vod, pidy, bahna, ale i1 z nepasterizovaného masla a
mléka (Esteban, Garcia — Coca, 2018*). Mykobakterie se typicky d€li na rychle rostouci a
pomalu rostouci. Z pomalu rostoucich jsou pro ¢lovéka vyznamné Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae a Mycobacterium ulcerans, zrychle rostoucich naptiklad

Mycobacterium fortuitum a Mycobacterium chelonae (Rogal, 1990).

Netuberkulozni mykobakterie se dale déli podle Runyonovy metody, na zaklade
pigmentace kolonii a rychlosti ristu. Dé€li se na Ctyfi skupiny. Skupina 1 fotochromogeny,
skupina 2 scotochromogeny, skupina 3 nefotochromogeny a skupina 4 rychle rostouci
organismy. Tato metoda ale neni zcela pfesna. U riznych druhi mykobakterii se mizZe

v zavislosti na podminkach vyskytovat nékolik skupin (Runyon, 1959).

Nejrelevantnéjsi metodou z pohledu klinické mikrobiolgie je klasifikace zalozend na

patogenité pro ¢lovéka (Woods, Washington, 1987%*).

Mykobakterie jsou nesporulujici, nepohyblivé, aerobni, acido — rezistentni bakterie,
nejcastji tvaru ty€inky. Jsou 0,2- 0,6 um Siroké a 1-10 um dlouhé (Payeur, 2014). Barvi se
metodou podle Ziehla — Neelsena (Shapiro, Hanscheid, 2008).

2.1 Vyznam rodu Mycobacteirum

Zastupci rodu Mycobacterium patii mezi vyznamné lidské patogeny, zejména M.
tuberculosis, ptivodce tuberkulozy, a M. leprae, ptiivodce lepry. Dale zastupci jako M. avium
complex nebo M. abcessus, které se Casto vyskytuji u pacientli s cystickou fibrozou.
Mycobakterie jsou také vyznamné v tématu antibiotikcé rezistence, jelikoz se objevuje stale
vice rezistentnich kmenil. K rezistenci jim napomahé schopnost tvorby biofilmu, ktery jsou

schopny tvofit i in vivo.



Velké mnozstvi netuberkul6znich mykobakterii (NTM), jako Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium fortuitum a Mycobacterium avium a mnoho dalSich, bylo nalezeno ve forme
polymikrobidlnich biofilmli v environmentalnich vzorcich z vodovodi, sprchovych hlavic a
vodovodnich kohoutkt. Biofilmy NTM jsou vysoce rezistentni k dezinfekci chlérem i ozonem,
tudiz predstavuji vyznamné riziko pro vefejné zdravi. Osoby vystavené kontaminované vod¢ z
vodovodu mohou byt ohrozeny respiracnimi infekcemi nebo koznimi infekcemi zpiisobenymi

NTM (Falkinham et al.,2001, Steed, Falkinham, 2006).

Mykobakterie, naptiklad M. vaccae, nemusi byt ve vztahu k ¢lovéku a ZivoCichim
pouze patogenni, ale mohou byt i symbiotické. Nejvyznamnéj$i symbidzou je imunitni
symbidza popisovana Goldilockovym modelem. Jeho pomoci se urcuje optimalni rovnovaha
nebo stav mezi dvéma extrémnimi hodnotami, kde jedna hodnota je pfilis nizk4 a druha pfili§
vysoka. Pouziva se k identifikaci podminek, pfi kterych systém nebo proces funguje nejlépe.
V tomto ptipadé popisuje rovnovahu mezi mykobakteriemi a imunitni odpovédi hostitele.
Mykobakterie kolonizuji své lidské hostitele v rovnovaze s imunitni odpovédi. Jakékoli
naruseni této rovnovahy muiZe vyvolat onemocnéni. Goldilockliv model zdiraziuje, ze jak
ptili§ silnd, tak pfili§ slaba imunitni odpovéd’ miize mit pro hostitele negativni dasledky.
Imunitni odpovéd’ musi byt pro udrzeni symbidzy na optimalni urovni. Dale mohou byt
mykobakterie 1 jako symbionti sou¢asti mikrobiomu kiize a stiev. Mohou zde hrat roli v traveni
potravy, ale také v obrané proti patogennim bakteriim. Odhaduje se, Ze az 30 % lidi je
kolonizovano mykobakteriemi, z nich 90 % nevykazuje Zadné ptiznaky onemocnéni. Vyskytuji

se 1 jako symbionti rostlin (Robinson, Huppler, 2017).

Mykobakterie jsou také hojné vyuzivané v metodach genového inZenyrstvi. Mohou byt
vyuzivany k vyvoji novych lé€iv jejichz cilem by byly bakteridlni cytochromy P450, u
mykobakterii naptiklad CYP164A (Warrilow et al, 2009). K 1é€bé mykobakterialnich infekci
by se mohly vbudoucnu pouzivat geneticky modifikované bakteriofagy. Geneticky
modifikované bakteriofagy neboli mykobakteriofagy mohou specificky cilit na
mykobakteridlni buiiky a lyzovat je. Vyzkum ukazal, Ze n€které kmeny fagt, naptiklad D29 a
DS6A, mohou uU¢inné€ infikovat a usmrcovat M. tuberculosis v laboratornich podminkach
(Yang et al. 2024). Také jsou vyuzivany ve farmaceutickém primyslu k vyrobé meziprodukt
steroidnich 1é¢iv transformaci z fytosterolu (Sripalakit et al., 2006). Ne¢které mykobakterie, jako
jsou naptiklad Mycobacterium smegmatis a Mycobacterium fortuitum maji schopnost
degradace toxickych slouc€enin, které¢ by mohli znecistovat pidy a vodu. Touto slouceninou
jsou napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs). VyuzZiti mykobakterii k ¢isténi
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naptiklad vody od PAHs je pfedmétem bioremediacnich vyzkumu. (Pagnout et al, 2007).
Mykobakterie také produkuji sekundarni metabolity, naptiklad neribozomalni peptidy (NRPs).
Tyto slouceniny jsou produkovany syntetdzami nonribosomalnich peptidii a hraji roli v

interakci organismu s prostfedim a patogenité (Senate et al. 2019).

2.2 Stavba bunécnych obalt

2.2.1 Plazmatickd membrana

Stavba bunéénych obali mykobakterii je znazornéna na Obr.1. Pro stavbu
mykobakterii je typicka plazmatickd membrana tvotena z polarnich lipidd, které se skladaji do
dvojvrstvy. Lipidy jsou tvofeny z hydrofilnich neboli polarnich hlav, jelikoz obsahuji
fosfatovou skupinu jsou nazyvéany také jako fosfolipidy. Dale jsou polarni lipidy tvofeny z
fetézcl zbytkll mastnych kyselin s pfimym fetézcem nebo z nenasycenych a mono-methyl
rozvétvenych zbytkli mastnych kyselin, které maji méné nez dvacet uhlikli. NejvyznamnéjSimi
mastnymi kyselinami jsou kyselina palmitova, olejova a 10-methyloktadekanoova, nazyvané
také jako kyselina tuberkulostearova (Ortalo-Magné, 1995). Mykobakterie maji odli$né sloZeni
plazmatické membrany od ostatnich bakterii, a to zejména kvili obohaceni o mannosylované
formy fosfatidylinositolu, zndmé pod souhrnnym oznac¢enim PIM, které tvoii vice nez 50 %
celkového obsahu lipida. Ptispivaji k jeji strukturdlni integrité a funkci, coz je dilezité pro
tvorbu biofilmu (Brown et al. 2022). DalSimi slozkami jsou fosfatidylinositol (PI),
fosfatidylglycerol, fosfatidylserin (PS), fosfatidyletanolamin (PE), kardiolipin (CL) (Brown et
al. 2023). Plazmatickda membréana ve svém vnéj$im listu obsahuje lipoglykany jako lipomannan
(LM) (Pitargue et al., 2008). Lipomannan je také pfitomen v periplazm¢, bunééné sténé i
v pouzdfe. Pritomné lipidy jsou kli¢ové pro udrzeni tekutosti a propustnosti membrany. VéEtSina
jinych bakterii ma jednodussi lipidovy profil. Plazmatickd membréana obsahuje také proteinové
transportéry, napiiklad MmpL, které transportuji glykopeptidolipidy na povrch bunééné stény,
které hraji klicovou roli v poc¢atecnim upevnéni na povrchu a stabilité biofilmu a jsou nedilnou
sousasti extracelularni matrice biofilm (Pacheco et al. 2013).

Mezi plazmatickou membranou a bunécnou sténou se nachédzi periplazmaticky

prostor (Chiaradia et al. 2017).

2.2.2 Bunécna sténa

Bunééna sténa mykobakterii se svou stavbou li§i od bunéénych stén gram-pozitivnich a

gram-negativnich bakterii. Je to komplex tvofeny asymetrickou dvojvrstvou vnéj$i membrany,



nazyvané také jako mykomembrana, arabinogalaktanem (AG) a peptidoglykanem (PG). Jeji
tloustka je mezi 7-8 nm, tvoii ji peptidoglykan, na ktery je kovalentné navazan
heteropolysacharid arabinogalaktan. Arabinogalaktan je na svych neredukujicich koncich
esterifikovan na a-alkylové, B-hydroxy mykolové kyseliny s dlouhym fetézcem (C60-C90),
které jsou k arabinogalaktanu kovalentné navdzané a tvofi vnitini vrstvu mykomebrany.
Mykolové kyseliny jsou nezbytné pro vyvoj biofilmu. Ptispivaji k hydrofobni povaze povrchu
bunék a podporuji mezibunécné interakce, které usnadnuji zrani biofilmu (Zuber et al. 2008).
Mykobakterialni peptidoglykan je klasifikovan jako Aly (klasifikacni systém podle Schleifera
a Kandlera), coz znamena, Ze se sklada z glykanovych vlédken tvotfenych stfidajicimi se zbytky
N-acetylglukosaminu (GIcNAc) a modifikované kyseliny muraminové. Tyto zbytky jsou spolu
spojeny v konfiguraci (1 — 4). Tato klasifikace zdlraznuje strukturni charakteristiky, které
odliSuji mykobakterialni PG od PG jinych bakteridlnich druhd, jako je napiiklad vysoky podil
3-3 ptiénych vazeb mezi peptidovymi fetézci (Alderwick et al. 2015%). Ve vné&jsi vrstvé
mykomembrany nachazime nekovalentné véazané lipidy a lipoglykany, jako jsou
fosfatidylinositolové mannosidy (PIM), ftiocerolové dimykocerosaty (PDIM), fenolové
glykolipidy (PGL), rtizné acyltrehalosy, lipoarabinomannan, coz je glykolipid obsahujici
dlouhy polymer manézy (ManLAM) atd (Fukuda et al. 2013) . Pfitomnost lipidd napoméha
tvorb¢ extracelularni matrice a zvysuje stabilitu biofilmu. Nachdzime zde také jiz zminované

glykopeptidolipidy (GPL) (Gutiérrez et al. 2018)

Mykomembréna je také bohatd na vosky ve form¢ mykolovych kyselin, voskovych
esterl, fosfatidyl inositolll a trehalozovych dimykolati (TDM), coz znamen4, ze po obarveni
odolava odbarveni okyselenymi alkoholy i silnymi mineralnimi kyselinami. Tato vlastnost se

nazyva kyselinova rezistence (Sirakova et al. 2012).

2.2.3 Pouzdro

Mezi mykobakteridlnim druhy dochdzi krozdilim ve sloZeni a procentudlnim
zastoupeni kapsuldrnich slozek. U M. tuberculosis, je pouzdro tvofeno polysacharidy, kterymi
jsou a-D-glukan, D-arabino-D-mannan a D-mannan (Lemassu et al., 1996). Lipidy, které jsou
nejvice vystaveny extraceluldrnim prostoru jsou fosfatidyl-myo-inositol mannosidy (PIM),
diacyl trehalozy (DAT), ftiocerol dimycocerosaty (PDIM) a fosfatidylethanolamin (PE). Dale
jsou v pouzdie pfitomny proteiny, napiiklad proteiny z komplexu Ag85, glykopeptidolipidy
(Ortalo — Magne et al., 1995).



Polysacharidy pouzdra jsou dtlezitymi faktory virulence a také rezistence mykobakterii.
Diulezitym imunogennim polysacharidem je arabinomannan. Polysacharidy zprostfedkovavaji
adhezi a prunik do hostitelskych buné¢k, naptiklad u M. tuberculosis probihé interakce mezi a-
glukanem a DC-SIGN receptory na dendritickych bunkach, coZ umoziuje adhezi a naslednou
internalizaci (Geurtsen et al., 2009). Z pouzdra jsou vyluCovany enzymy zapojené¢ do
detoxikace reaktivnich meziprodukta kysliku, jako je naptiklad peroxidaza a tim se podileji na
rezistenci vii¢i mikrobicidnim mechanismiim hostitele. V pouzdie byly také nalezeny toxické
lipidy, jako je naptiklad trehaldza dimykolat (TDM), a kontaktné zavislé lytické latky, které
poskozuji makrofagy a tim brani fagocytoze a dale zabranuji proliferaci lymfocytl (Stokes et

al., 2004).
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Obr. 1: Stavba bunéénych oballi mykobakteridlni buiiky (Daffé a Marrakchi 2019, upraveno)

3 Obecna definice biofilmu

Biofilmy jsou mnohobunécnd a trojrozmérnd spoleenstva mikroorganismt, ktera
jsou obalena extracelularni matrici, kterou produkuji buiiky mikroorganismi. V biofilmu mize

byt pfitomen pouze jeden druh bakterii, ale ¢asto je v biofilmu pfitomno i vice druhti bakterii.



Biofilmy nejcastéji vznikaji ptilnutim bakterii na povrch, ale neni to pravidlem (Costerton et
al., 1995%).

Tyto povrchy mohou byt biotické i abiotické. Z biotickych povrchll to mohou byt
vodni rostliny a zivocichové, z abiotickych povrcht kameny, plasty, kovy apod (Esteban a

Garcia-Coca 2018%*).

Bakterialni biofilmy by méli splnovat Ctyii zakladni charakteristiky. Prvni z nich je, ze
by biofilmy m¢éli byt schopné autopoiéze, coz je pojem popisujici systémy, které produkuji a
regeneruji své vlastni slozky, coz jim umoznuje udrzet se v prubéhu ¢asu. Druhou je, Ze by méli
byt schopné udrzovat homeostdzu uvniti biofilmu a tim odolavat zménadm prostredi. Treti
charakteristikou je, Zze by méli biofilmy byt schopné synergie, to znamend, ze jsou buiky
efektivnéjsi ve spojeni nez jednotlivé. Za ¢tvrté by méli buiiky biofilmu na zmény prostredi

reagovat jako celek nikoliv jednotlivé (Caldwell et al., 1997*, cit. dle Caldwell et al., 1996 b).

4 Struktura biofilmu mykobakterii

Biofilm mykobakterii je tvofen Zzivymi bakteridlnimi buiikkami, perzistentnimi
buitkami 1 mrtvymi builkami a biofilmovou matrici. Matrice biofilmu je tvofena
extracelularnimi polymernimi substancemi (EPS) produkovanymi bakteriemi biofilmu.
Zékladni slozkou jsou u mykobakterii bilkoviny. Déle je v biofilmu hojn€ zastoupena
extracelularni DNA (eDNA), kterd je rozptylena po biofilmu, zejména v oblastech s nizkym
poctem bunék, coz poukazuje na to, Ze ma roli v agregaci biofilmu (Dokic et al. 2021). Pti
ireverzibilni adhezi musi mykobakterie prekonat odpudivé sily elektrické dvojvrstvy, ktera
obklopuje bakteridlni buiiky 1 povrch. Toho se dosahuje pomoci mechanismi, jako je
vylucovani extracelularni DNA (eDNA), kterd mtZe proniknout témito bariérami a napomahat
pfichyceni (Campoccia et al., 2021%*). Dale lipidy, zejména mykolyl-diacylglycerol, ktery ma
vliv na poc¢atecni adhezi, jelikoz ptispiva k hydrofobnimu charakteru povrchu mykobakterii a
taky usnadiiuje interakce mezi bunkami. Na povrch bun€k je transportovan mykolyl-
diacylglycerol pomoci Mmpl (Pacheco et al. 2013). Mezi EPS patii také volné mykolové
kyseliny, které ovliviiuji vyvoj a strukturdlni integritu biofilmu (Dokic et al. 2021),
glykopeptidolipidy, které usnadiiuji mezibunééné interakce a ptispivaji k hydrofobni povaze
biofilmu (Pacheco et al. 2013). Dale mezi EPS patii fosfatidylmyo-inositol mannosidy (PIM),
jejichz mnozstvi se pfi tvorb¢ biofilmu zvySuje, coz poukazuje na roli pti udrzovani struktury

biofilmu, protoZe bylo prokazéno, Ze zménéna acetylace PIM vede k defektni tvorbé biofilmu



(Li et al. 2020). Posledni slozkou EPS jsou polysacharidy, mezi které napiiklad u M.
tuberculosis zejména celuléza (Trivedi et al., 2016). Extracelularni matrice je vysoce
hydratovand. V biofilmu se nachdzi minimalné¢ 70 % vody. Voda je zde pfitomna ve dvou
formach, a to vazand a volna. Vazana voda je adsorbovana na povrch bakterii nebo na struktury
matrice biofilmu a hraje kliCovou roli pii udrzovani strukturalni integrity a funkcnosti biofilmu.
Volna voda neni vdzana a mize se v biofilmu volnégji pohybovat. Pfitomnost vody je zasadni
pro celkovou architekturu biofilmu a umozinuje tvorbu kanalkti a pord, které usnadnuji pohyb
zivin a signalnich molekul v celé struktufe biofilmu (Quan et al. 2022%).

Extracelularni matrice je nezbytna pro strukturalni integritu, shlukovani bun¢k (Liu
etal., 2008), prilnavost k povrchiim (Boks et al., 2008) a ochranu bakterialniho biofilmu, jelikoz
mu poskytuje znacnou odolnost, a to jak chemickou, mechanickou, ale i biologickou ochranu
pted buitkami imunitniho systému. Déle je nezbytna pro vyZivu biofilmu a jeho hydrataci (Aung
etal., 2017).

Pokud se biofilm nachézi ve tkanich hostitele, mohou zde byt pifitomny slozky

hostitelskych tkani (Parsek, Singh, 2003%*).

Mykobakterie, jako je M. abscessus, mohou vytvaret rizné morfotypy, které ovliviuji
jejich vzhled biofilmu. Prvnim je hladky morfotyp, ktery mé hladky, viskozni vzhled a pfi
péstovani v tekuté kultufe je Casto popisovana jako olejovitd. Ma tendenci mit homogenné;si
strukturu. Hruby morfotyp naopak vykazuje fraktalovity vzhled s nepravidelnéjSim a

strukturovanéj$im povrchem a Casto je popisovan jako voskovity (Clary et al. 2018).

Studie uvadéji, ze mykobakterialni biofilmy mohou dosahovat zna¢né tloustky a mohou
pokryvat rozsahlé plochy. Biofilmy jsou husté a mohou se jevit jako silné vrstvy nebo pelikuly.
EPS v mykobakterialnich biofilmech pfispiva k jejich vizualnim vlastnostem a vypada jako
gelovita matrice, ktera obklopuje bakterialni buiiky. Barva mykobakterialnich biofilmi se miize
lisit v zavislosti na konkrétnim druhu a podminkach rtistu. Mohou byt prisvitné az neprihledné

(Esteban a Garcia-Coca 2018%*).

Struktura biofilmu se méni béhem jeho dozravani vlivem podminek prostiedi, ve kterém
se nachazi. Mezi tyto podminky patii naptiklad charakter pohybu tekutin, podminky ristu,
fyzikdlné chemické vlastnosti substratu, dostupnost zivin a podobné. Pro strukturu biofilmu

jsou také typické vodni kanalky (De Beer et al.,1994).



5 Tvorba a rast biofilmu

Tvorba biofilmu je faktorem patogenicity mykobakterii. Na jeho tvorbé se podileji
glykopeptidolipidy, mykolové kyseliny s kratkym fetézcem, monomeromykolyl diacylglycerol,
geny podminujici tvorbu biofilmu a chaperoniny, naptiklad GroEL (Zeng et al., 2019),
rozebirané v kapitole nize. Na in vitro modelu bylo zjisténo, ze na regulaci tvorby biofilmu se
podileji ziviny, ionty a zdroje uhliku tim, ze ovliviuji chovani bakterii, naptiklad na Grovni
katabolické represe (Carter et al., 2003). Glykopeptidolipidy byli popsany u vSech druht
mykobakterii. Maji stejné sloZeni lipopeptidového jadra, ale jinak se lisi v glykosylaci, metylaci

nebo acetylaci (Patterson et al., 2000).

5.1.1 Faze tvorby biofilmu

Jednotlivé faze tvorby biofilmu jsou znazornéné na Obr. 2. Prvni fazi tvorby biofilmu je
tzv. reverzibilni pfilnuti, kdy planktonni buiiky bakterii pfiléhaji k povrchu prostfednictvim
slabych interakci jako van der Waalsovy sily, elektrostatické interakce a pomoci hydrofobnich
interakci. Pokud jsou podminky neptiznivé, je mozné odd¢€leni bunék od povrchu (Muhammad

et al. 2020%).

Za ptiznivych podminek, jako je dostatek zivin a vhodné vlastnosti povrchu (napf.
hydrofobicita), dochdzi jiz za n€kolik minut k druhé fazi, kterou je tzv. ireverzibilni pfilnuti
mykobakterii k povrchu pomoci adhezinl. Adheziny mohou mit rtiznou chemickou povahu,
véetné proteind, lipidd, lipoproteint, glykoproteinti a glykopolymeri a mohou slouzit
k specifické adhezi na hostitelské¢ bunky (Vinod et al., 2020%*). Po adhezi k povrchu, zacinaji
mykobakterie rst a nasledné produkovat extracelularni matrici, kterd ma za nasledek zrani
biofilmu a poskytuje ochranu vici vliviim prostfedi. Také exprimuji geny spojené s tvorbou
biofilmu. Adheze je klicovym d&jem pfi tvorbé biofilmu, a to ze tii divodl. Za prvé, adheze
planktonickych bakterii k substratu je bodem nukleace, coZ je prvni krok ve vyvoji biofilmu.
Druhym diivodem je, Ze béhem casného vyvoje biofilmu je s nejvétsi pravdépodobnosti potieba
mezibunécna adheze. Za tteti, extracelularni matrice, kterd drzi buiiky v biofilmu pohromadé,

vyZaduje pro udrZeni mechanické stability biofilmu adhezivni interakce (Tsuneda et al., 2003).

Po ireverzibilnim pfilnuti k povrchu se mykobakterie mnozi a vytvaii malé shluky,
zvané mikrokolonie. Tvorbé shluki napomaha tvorba extracelularnich polymernich substanci,
které pomahaji buinikky spojovat a také napomdhd zadrzovani zivin okolo mykobakterii a

podporuje tak jejich rast (Flemming a Wingender 2010*). Jednotlivé mykobakterie spolu



komunikuji prostfednictvim quorum sensing (Waters et al., 2008). Quorum sensing je zptusob
komunikace mezi bakteridlnimi bunikami, které umoznuje koordinované chovani a regulaci
genové exprese souvisejici s vyvojem biofilmu. Probihd prostfednictvim specifickych
signalnich molekul, které bunky produkuji do okoli a nasledn¢ na né reaguji. Takovymi
molekulami jsou za prvé tzv. autoinduktory, které umoziuji bakteriim komunikovat mezi sebou
na zaklad¢ hustoty populace a pii dosazeni prahové koncentrace spousteji genovou expresi
spojenou s tvorbou biofilmu (Mallaiah, Bramhachari 2018%*), dale (p)ppGpp u které¢ bylo
prokédzano, ze hraje roli v regulaci tvorby biofilmu tim, Ze ovliviiuje metabolické stavy a
stresové reakce v bakterialnich komunitach. Quroum sensing se ucastni i druzi posli, napiiklad

c-di-GMP (Gupta et al., 2015).

Ve ctvrté fazi dochazi k dozravani biofilmu a k tvorbé slozité trojrozmérné struktury.
Uvnitf biofilmu dochdzi k tvorbé kanalkd, které usnadiiuji transport Zivin a jinych latek (Hall-
Stoodley et al.,1998*). Béhem dozravani mohou mykobakterie také regulovat své metabolické
dréhy, coz posiluje odolnost napt. vii¢i antibiotikim. Béhem zrani dochazi u mykobakterii k
vyznamnym zménam genové exprese, které¢ podporuji stabilitu a odolnost biofilmu. Geny
zapojené do produkce EPS, adheze a reakce na stres jsou Casto regulovany. Studie napiiklad
ukazaly, ze specifické geny souvisejici se syntézou kyseliny mykolové jsou v této fazi klicové,
protoZze se produkuji mykolové kyseliny s kratSim fetézcem, které pfispivaji ke stabilité
biofilmu a k hydrofobnosti matrice, coz pfispiva k adhezi mezi bunikami.(Dokic et al. 2021).
Vyzkumy ukazuji, ze mykobakteridlni biofilmy obvykle dozravaji in vitro né&kolik dni.
Naptiklad u Mycobacterium smegmatis se biofilmy mohou tvofit a vyrazné dozradvat mezi 3. a
5. dnem po inokulaci, pficemz béhem tohoto obdobi byly pozorovany zmény v metabolické

aktivité (Solokhina et al. 2017).

Posledni fazi je disperze, kdy se buiiky z biofilmu uvoliuji a kolonizuji dalsi povrchy.
Jednim ze spoustécich faktori mtize byt nedostatek zivin, ktery mtize pfinutit bakterie k hledani
prostiedi s vice zdroji. Bylo prokézano, Ze dalSim spoustécim faktorem je pokles koncentrace
kyseliny gama-aminomaselné (GABA). Pfi poklesu GABA dochazi ke sniZeni regulace signalni
molekuly cyklického di-GMP. Disperzi napomah4 aktivita enzyml, naptiklad u M. tuberculosis
protein Rv0062 s celuldzovou aktivitou umoziuje hydrolyzu celulozy, ktera je jednou
z hlavnich slozek extracelularni matrix v mykobakterialnich biofilmech. Celulazovou aktivitou
dochazi k oslabeni matrice biofilmu, coZz usnadniuje oddélovani bun¢k. Dale také disperzi
mohou pfispivat enzymy jako glykosiddzy a proteazy (Zhang et al. 2024). Diivodem k disperzi

je takeé snaha o kolonizaci dalSich povrchii a rozs$ifeni biofilmu.
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Obr. 2: Cyklus tvorby a §ifeni biofilmu (Chakraborty , Kumar 2019, upraveno)

Mykobakterialni biofilmy nemusi byt tvofeny pouze jednim druhem mykobakterii. In
vivo bylo pozorovano, Ze v biofilmu mohou byt pfitomny jak patogenni, tak nepatogenni druhy
mykobakterii souCasné. Z patogennich mykobakterii to mohou byt druhy jako Mycobacterium
tuberculosis, M. smegmatis, M. abscessus a s netuberkulozni mykobakterii (NTM) napftiklad
M. avium a M. fortuitum (Huang et al. 2007). Mohou byt také tzv. polymikrobidlni, coz
znamend, ze zde mohou byt pfitomny i dal§i druhy bakterii v¢etné oportunnich patogent,
napfiiklad za urcitych podminek mize s mykobakteriemi koexistovat Pseudomonas aeruginosa.
In vitro bylo zji§téno, ze P. aeruginosa a mykobakterie prospivaji v prostfedi bohatém na ziviny,
jako je naptiklad plicni infekce zplisobena cystickou fibrozou, dale se dokazi ptizptsobit
hypoxickym podminkdm, které¢ jsou casto v biofilmu pfitomny. Také EPS produkované P

aeruginosa mohou podporovat rist mykobakterii (Rodriguez-Sevilla et al. 2018).

5.2 Geny a proteiny podminujici tvorbu biofilmu

Mykobakterie jsou typické tim, Ze nesou dva geny pro chaperon GroEL, groELI a
groEL2, protoZe v evoluci doSlo ke zdvojeni tohoto genu. Geny groEL1 a groEL?2 ptispivaji k
syntéze pfisluSnych chaperoninovych proteini GroEL1 a GroEL2. GroEL2 s nejvétsi

pravdépodobnosti zajistuje funkci houskeeping chaperonu GroEL, je nezbytny pro obecnou
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hemostazu proteint v buiice. GroEL1 se spojuje s KasA, ktery je klicovou slozkou syntazy
mastnych kyselin typu II, ktera se podili na syntéze kyseliny mykolové a tim je zaji$téna syntéza
mykolovych kyselin s délkou uhlikového fetézce v rozmezi C56-C68, které jsou dilezité pro
strukturdlni integritu mykobakteridlni bunééné stény (Bhatt et al., 2005). Dale piispivaji k
hydrofobni povaze bunéfného povrchu a usnadiuji interakce mezi bunikami, které jsou

nezbytné pro vyvoj biofilmu (Ojha et al., 2005).

Dalsi z funkci GroELLI je, Ze napomaha skladani proteinti v buiice, coz je nezbytné pro
udrzeni homeostazy proteinil zejména za stresovych podminek, které jsou pro tvorbu biofilmu
typické. Ve studii Zeng et al. bylo zjisténo, Ze kmeny s nedostatkem GroEL1, neboli Cpn60.1,
jejichz gen ¢pn60.1 byl narusen kazetou podporujici rezistenci ke kanamycinu, vykazuji
abnormdlni Crabtreeho efekt, jelikoZz vylucuji vet§si mnozstvi pyruvatu. Crabtreecho efekt je
inhibice bunééné respirace v disledku vysoké koncentrace glukosy a vede ke zvySené hladiné
intracelularniho pyruvatu a toxickych vedlejsich produktt, jako je methylglyoxal, ktery mitize

vyvolat glykolyticky stres a branit vyvoji biofilm (Zeng et al. 2019).

Pti studijich na Mpycobacterium smegmatis byla potvrzena aktivita nckolika
vyznamnych genti podminujici tvorbu biofilmu. Prvnim genem podminujicim tvorbu biofilmu
je gen mps, ktery koduje protein Mps homologni peptidovym syntetdzam, coZ jsou enzymy
podilejici se na syntéze lipopeptidli neribozomalni syntézou. Pravdépodobné usnadiiuje
postupné pridavani aminokyselin, napf. threoninu nebo alaninu, za vzniku lipopeptidového
jadra, které muze byt nasledné glykosylovdno cukry. Tento proces je nezbytny pro tvorbu
glykopeptidolipidd (GPL), které jsou dulezitou soucasti mykobakteridlni bunééné stény a
matrix biofilmu. Pfispivaji k adhezi mezi buiikami a také ke stabilité¢ ve struktufe biofilmu,
jelikoz napomahaji udrzeni hydrofobnich interakci. To zvySuje celkovou odolnost biofilmu
(Yamazaki et al. 2006). Exprese mps je regulovdna na zaklad€ enviromentalnich podminek,
naptiklad oxida¢ni stres nebo expozice antibiotikim, mohou spustit regulacni cesty, které

ovliviluji expresi genu mps (Billman — Jacobe et al., 1999).

Dal$im genem podminujici tvorbu biofilmu je gen pks. Koduje polyketidovou
syntetdzu, kterd se podili na syntéze naptiklad fenolickych glykolipidi (PGL), které jsou
klicové pro strukturalni integritu a funkcénost matrice biofilmu, jelikoz ovliviiuji produkci
extracelularniho materialu. Produkci ovliviiuji kvantitativné, jelikoz ovliviiuji mnozstvi
extracelularniho materialu, a i napfiklad tlouSt’ku biofilmu, ale kvalitativné, jelikoZ se podili na

syntéze PGL, které maji vliv na integritu a funk¢nost matrice. Expresi pks mohou regulovat
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ruzné transkripcni faktory, signalni drdhy a metabolické stavy, které reaguji na zmeény

v prostiedi, napt. na snizeni hladiny kysliku nebo expozici antibiotik (Pang et al. 2012).

Genem zodpovédnym za pienos glykopeptidolipidi (GPL) na povrch mykobakterii je
gap. Kbéduje protein Gap (GPL adresujici protein). Expresi gap mohou ovliviiovat metabolické
potieby builky a rizné environmentdlni podnéty, kterymi mohou byt oxidacni stres, teplotni
Sok, hypoxie, nedostatek nebo nadbytek zivin, které méni energeticky stav buiniky (Sondén et

al., 2005, Joshi et al., 2024).

Studie Kundu et al., potvrzuje, ze antigen MTC28 produkovany Mycobacterium
tuberculosis je dilezity pro tvorbu biofilmu a roli jeho a1p1 oblasti ve zvySené tvorbé biofilmu

a také ve vazb¢é na bunécnou sténu bakterie (Kundu et al., 2017).

Ve studii Chen et al., bylo potvrzeno, ze gen aceE u Mycobacterium smegmatis se podili
na syntéze kyseliny mykolové a ovliviiuje morfologii kolonii, tvorbu biofilmu a invazi bakterii
do makrofagl. Gen aceE koduje E1 komponent pyruvat dehydrogenazy, ktera katalyzuje
pfeménu pyruvatu na acetyl-coA, ktery je poskytuje zdroj uhliku pro syntézu kyseliny

mykolové (Chen et al., 2020).

5.3 Role isonitrilové lipopetidové syntetazy pii tvorbé biofilmu

Isonitrilova lipopetdiova syntetaza, zkratkou INLP, je enzym, podilejici se na biosyntéze
isonitrilovych lipopetidi, n€ékdy oznaCovanych pouze jako isonitrily. Je lokalizovana uvnitt
bunék v cytoplazmé jako soucast biosyntetického aparatu. Substratem pro syntézu isonitrila
jsou mastné kyseliny (Del Rio Flores et al. 2023). Geny kodujici INLP se nachazeji na
chromozomu. Pfitomnost isonitrilové lipopetidové syntetdzy, produkujici isonitrilové
lipopeptidy, je typicka pro mykobakterialni biofilmy, a je dokézano, Ze isonitrilové lipopeptidy
jsou nezbytné pro tvorbu a rozvoj biofilmu, jelikoz umoziuji adaptaci na prostiedi a naptiklad
u M. tuberculosis hraji roli v obran€ proti imunitnimu systému hostitele. Isonitrilovou
lipopeptidovou syntetazu je schopno syntetizovat pét kodujicich biosyntetickych enzymil
mechanismem thio — templatu. Tvorba isonitrilu probiha =z prekurzoru glycinem
podporovaného thioesterazou a homologem estrerdzy, ktery je zavisly na nehemovém Zeleze a
acylaci obou aminoskupin lysinem stejnym isonitrilovym acylovym fetézcem. Bylo prokédzano,
ze enzymy tvofici izonitril v patogennich mykobakteriich maji katalytickou funkci a jsou
schopny rozpoznavat substrat. K virulenci a patogenit¢ mykobakterii INLP pfispiva
zprostfedkovanim transportu kovil. Inhibice enzymové aktivity INLP by mohla byt strategii

v boji proti mykobakterialnim patogentim (Harris et al., 2017).
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6 Detekce biofilmu

Pii infekénich onemocnéni spojenych s bakteriemi se schopnosti tvorby biofilmu
nastava nékolik problémt s jejich detekci. Diagnostické testy vychézeji Casto falesné negativni
na pritomnost mikroorganismu, protoze biofilmy mohou napiiklad zabranit pfistupu Cinidel
k butkdm nebo je mohou maskovat. Ddle nalezené mikroorganismy mohou byt
nekultivovatelné, jelikoz naptiklad vyzaduji specifické rustové faktory nebo pii kultivaci
vznikéd nizky pocet kolonii, odebrany vzorek muze byt nevhodny, mikroorganismy nemaji
zddnou anebo maji velmi snizenou antimikrobidlni citlivost, napiiklad k desinfekénim
prostfedktim. Dale jsou biofilmy velmi pruzné, odolné a ptilnavé, coz komplikuje odbér vzorku
pomoci stéri pro naslednou kultivaci, jelikoz mnozstvi bakterii ve vzorku nemusi byt

dostacujici (Aparna, Yadav, 2008).

Jednou z metod pro detekci schopnosti tvorby mykobakteridlniho biofilmu je metoda
tkanovych kultur (TCP). Pti této metod¢ je bakteridlni suspenze inokulovana do 96jamkové
desticky, kde se nasledné tvoti biofilm. Metoda je kvantitativni a poskytuje méfeni biomasy
biofilmu prostfednictvim barveni, napi. krystalovou violeti. Tato metoda ma vysokou citlivost
a dokaze tak odhalit vysoké procento producentt biofilmu a je tedy spolehlivou metodou pro

klinické izolaty (Wilson et al. 2017%).

Dalsi metodou je zkumavkova metoda (TM). Je to kvalitativni metoda, pii které se
bakterie péstuji ve zkumavkach a nasledné se pro vizualizaci biofilmu barvi. Metoda je velmi
specificka, ale ma nizsi citlivost ve srovnani s TCP, jelikoZ neni schopné zachytit vSechny
producenty biofilmu a také vyhodnoceni vysledkl probiha vizudlnim posouzenim, které miize

byt subjektivni (Medegar, Mansabdar, a Patil 2022).

Metoda konzské Cervené na agaru (CRA) pouziva desticky obsahujici barvivo tzv.
konZskou cerven, ktera se vaze na polysacharidy produkované buitkami v biofilmu. Vysledky

metody, ale obCas byvaji faleSné€ pozitivni, popiipad€ negativni. (Harika et al. 2020).

Dalsi metodou je detekce biofilmii pomoci barveni celuldzy kalcofluorovou bélobou.
Biofilmy na bazi celuldzy tvoti naptiklad Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium avium

(Yamamoto et al., 2023).

Dale lze biofilm detekovat pomoci kombinace povrchové proteomiky k identifikaci
proteinil vystavenych povrchu mykobakterialniho biofilmu, jako je naptiklad chaperon GroEL2

(Savijoki et al. 2021).
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K detekci biofilmu se také vyuziva méfeni hmotnostni spektrofotometrii, kterou Ize
detekovat a také charakterizovat biologické molekuly ve struktufe EPS. Existuji dva druhy
hmotnostni spektrofotometrie, kterymi jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserovou

desorpci s asistenci matrice (MALDI) (Shunmugaperumal, 2010).

Biofilm Ize stanovit i molekularnimi metodami, naptiklad metodou PCR, kterou lze
detekovat faktory virulence pomoci amplifikace cilovych gent virulence, jako jsou pravé geny
podilejici se na tvorbé biofilmu, s pouzitim genové specifickych primert, a to 1 u

nekultivovaného patogenu pfitomného ve vzorku (Ahmad, 2023).

7 Vyznam biofilmu u mykobakterii

Bakterie vytvari biofilmy jako mechanismus pieziti, tudiz jsou biofilmy vSudypiitomné.
UmozZznuje bakteriim pifeZit nepfiznivé podminky jako je napiiklad ptsobeni chemickych latek,
vysoka teplota nebo vysoké pH. Mykobakterie v biofilmech hraji roli v rozkladu organickych
toxickych latek naptiklad polycyklickych uhlovodik (PAHs) (Pagnout et al, 2007).

7.1 Mykobakterialni biofilmy v mediciné

Mykobakteridlni biofilmy jsou v medicin€ povazovany za dilezité patogenni faktory pfi
infekénich onemocnénich. Béhem studii naptiklad Mycobacterium tuberculosis a
Mycobacterium smegmatis bylo prokézéano, ze tvorba biofilmu zvySuje antibiotickou rezistenci
(Ojha et al., 2008). Vyskyt multirezistentnich a extrémné rezistentnich kment mykobakterii se

stale zvySuje, zejména v souvislosti s infekci HIV (World healt organization, 2013).

7.1.1 Klinické disledky pfitomnosti biofilmu

7.1.1.1 Onemocnéni zpiisobena netuberkul6znimi druhy mykobakterii

Netuberkulozni druhy mykobakterii jsou klinicky vyznamné, jelikoZz zplsobuji
chronicka onemocnéni, nejcastéji chronickd respirani onemocnéni. Tato onemocnéni jsou ve
veétsing¢ pripadi zplsobena druhy Mycobacterium avium complex nebo Mycobacterium
abcessus. NejCastéji postihuji pacienty naptiklad s cystickou fibrézou (Olivier et al., 2003) nebo
pacienty, kteti dfive prodélali tuberkulézu nebo silikozu (Churchyard et al., 1999) a maji
v plicich rizna zjizveni ¢i dutiny, které jsou idealnim prosttedim pro kolonizaci prostfednictvim
tvorby biofilmu mykobakterii. Dale stavy, napiiklad bakteriemie nebo onemocnéni, jako je
peritonitida zptsobend netuberkuléznimi druhy mykobakterii, byla zachycena u pacient

s dlouhodobé zavedenymi katetry (Hawkins, 2008), u pacientl s protetickymi klouby nebo
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chlopnémi (Bouchiat, 2015) a kardiostimulatory (Al-Ghamdi, 2016). Lécba antibiotiky v téchto

ptipadech neni dostacujici a je nutné katetry a implantaty vyjmout.

7.1.1.2  Onemocnéni zpusobend Mycobacterium tuberculosis

Celosvétoveé nejznaméj$im onemocnénim zpusobené Mycobacterium tuberculosis je
tuberkul6za. Podle statistik se tuberkuloza fadi mezi nejcastéjsi priciny imrti na svété. Ze
statistiky z roku 2022 vyplyva, Ze v daném roce bylo po celém svété bylo diagnostikovano 10,6
milionu pfipadt a 1,3 milionu umrti. Jednou z pfi¢in tmrti na tuberkul6zu je, Ze pacienti jsou
socioekonomicky znevyhodnéni, a proto se ke zdravotnické péci dostanou pozde. Lécba je také
velmi zdlouhava, trvad nejméné 6-9 meésicii a pacienti Casto 1écbu nedokonci. Dalsi pfi¢inou
umrti je, ze Mycobacterium tuberculosis je Casto rezistentni viici antibiotické 1écbg. (World

healt organization, 2023).

Faze infekce M. tuberculosis byly poprany v praci Chandra et al., 2022 a jsou zobrazeny
na Obr. 3. V prvni fazi infekce dojde k setkanim M. tuberculosis s alveolarnimi makrofagy
(AM) v dychacich cestach, ve kterych je vhodné prostiedi pro usidleni a nasledny rozvoj
infekce. Dale M. tuberculosis infikuje plicni epitelidlni bunky, do jejichz membran vylucuje
virulenéni lipidové faktory, jako jsou naptiklad ftiocerol dimykoserosat (PDIM) a sulfolipidy.
Funkci virulen¢nich lipidovych faktort je naptiklad modulace imunitni odpovédi. Infikované
AM migruji do plicniho intersticia. Migraci umoziiuje sekrec¢ni systém ESX-1 (T7SS) M.
tuberculosis a jeho efektory jako EsxA a produkce IL-1 hostitelskym imunitnim systémem.
Jakmile se M. tuberculosis dostane do plicniho intersticia, infikuje dal$i makrofagy. Neutrofily
reaguji na infekci M. tuberculosis produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a neutrofilnich
extracelularnich pasti (NET), které zpusobuji zadnét. K usmrceni M. tuberculosis makrofagy
vyuzivaji antimikrobidlni mechanismy, jako je autofagie, oxida¢ni stres a fagolysozomalni fuze,
kterou ma M. tuberculosis méa schopnost inhibovat a tim v makrofagu intracelularné prezivat.
Dale ma M. tuberculosis schopnost detoxikace reaktivnich forem kysliku (ROS) pomoci
kataldzy-peroxiddzy KatG a také inhibuje produkci ROS v makrofazich a neutrofilech pomoci
NuoG. Kdyz infikované makrofagy projdou apoptéozou, mohou byt odstranény pomoci
eferocytdzy, kterd zamezuje $ifeni patogenu. M. tuberculosis vyuziva faktory virulence, jako
jsou EsxA, CpnT a PDIM k indukci nekrézy a podpotfe svého Sifeni. EsxA permeabilizuje
fagozomalni membranu infikovanych makrofagt, coz umoziuje M. tuberculosis uniknout do
cytosolu. CpnT je vyluCovany toxin, ktery ptimo pfispiva k nekrdze tim, ze zabiji hostitelské
buiiky. PDIM moduluje imunitni reakce a miize se integrovat do membran hostitelskych bun¢k,

¢imz ptispiva ke schopnosti bakterii vyhybat se detekci a zni€eni imunitnim systémem. M.
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tuberculosis také indukuje tvorbu pénovych makrofagii tim, ze zvysuje akumulaci hostitelskych
lipidd, které podporuji vyzivu a rezistenci bakterii. Hostitelské cytokiny, naptiklad interferony
typu I a TNF (tummor necrosis factor) pfispivaji k zanétu tkani, ktery nasledné rekrutuje dalsi
buiiky. Dale mykobakteridlni EsxH potlacuje prezentaci antigenu dendritickymi buiikami, ¢imz

oddaluje reakci adaptivni imunity (Chandra et al., 2022%).
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Obr. 3: Ustaveni infekce a vyhybani se vrozené imunit¢ Mycobacterium tuberculosis

(Chandra et al., 2022%*, upraveno)

Studie z poslednich let dokazuji, ze M. tuberculosis je schopna tvofit biofilm in vivo.
Prvni ptedpoklad, Ze by M. tuberculosis mohla tvofit biofilm in vivo, byl ve studii Lenaerts et
al. byla infikovana morcata M. tuberculosis a byla zjiSténa pretrvavajici pfitomnost bakterii na
acelularnim okraji primarniho granulomu ve tvaru mikrokolonii a shlukii (Lenaerts et al. 2007).
Tuto hypotézu potvrdily dalsi studie, naptiklad studie doktora Kumara, ve které byla celuloza

pouzita jako biomarker k identifikaci existence biofilmu u lidi. Celuléza je klicovou slozkou
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biofilmu M. tuberculosis, ale v lidskych buiikach chybi (Kumar 2016). Dale ve studii
Chakraborty et al. prokazali tvorbu biofilmu M.tuberculosis v plicni tkani infikovanych mysi a

makakl pomoci barveni kalkofluorovou bélobou a fluorescenéni sondy zamétené na celulozu

(Chakraborty et al. 2021).

7.1.2 Terapeutické disledky pfitomnosti biofilmu v lidském organismu

Pii mykobakterialni infekci se biofilm v lidském téle tvofi naptiklad v alveolech nebo
bronchach pii infekci plic (Molina — Torres et al., 2020), dale se mtize tvofit v lymfatickych
uzlinach (Mustafa et al., 2014), v kloubech (Uhel et al., 2019), na povrchu mocového traktu
(Tunney et al., 1999) nebo na povrchu kiize ¢i v podkozni tkani (Lan et al., 2014). Biofilm
v plicich miize vést k chronickym plicnim infekcim charakterizovanym tvorbou granulomd,
fibrokavitarnim onemocnénim (Zweijpfenning et al., 2017) a nodularnimi bronchiektdziemi
Gochi et al., 2015), v lymfatickych uzlinach, v kiizi a podobn¢€ mohou zptisobit chronické kozni
infekce, abscesy, a dokonce i diseminované infekce u imunokompromitovanych jedincti (Naito
et al.,, 2023). Biofilm poskytuje mykobakteriim odolnost vi¢i antibiotikim a jinym
antimikrobidlnim latkam, kterd jsou proti mykobakteriim v planktonnim stavu bézné ucinna.
Tim jim umoznuji ptezit v hostiteli dlouhou dobu, coz miize vést k chronickym infekcim.
Adheze mykobakterii probihd pomoci specifickych adhezini, napiiklad lipoarabinomannanu
(LAM), které reaguji s receptory, jako jsou toll-like receptory na povrchu hostitelskych bunék,
napiiklad epitelidlnich bunék (Liu et al., 2022). U chronickych infekcich, jako je tuberkuldza,
se kolem infikovanych bun¢k tvofi tzv. granulomy, tvofené smési imunitnich a epiteloidnich
bunék (specializované bunky pojivové tkan€), které poskytuji mykobakteriim ochranu a
umoznuji dlouhodobé preziti. Tvorba granulomi je reakci imunitniho systému na pfitomnost
mykobakterii, a tim jim nechténé¢ poskytuje chranéné prostiedi. Tvorba granulomu
mykobakteriim poskytuje €as, pro tvorbu biofilmu, a také vhodné prostiedi, ve kterém je nizka
koncentrace kysliku a Zivin, coz je signal pro tvorbu biofilmu. Omezen4 citlivost na Iéky vede
k nedostate¢né eradikaci infekénich agens a mize zptlisobit recidivu po ukonceni 1écby.
Dlouhodobé piezivani bakterie v hostiteli a odolavani plsobeni antibiotik vede k vytvoteni

rezistence (Ulrichs et al., 2004).

7.2 Bakterialni rezistence a perzistence

Mykobakterialni biofilm hraje roli jak v bakteridlni resistenci, tak i persistenci.
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7.2.1 Rezistence k antimikrobidlnim latkdm u mykobakterii

Bakteridlni bunky biofilmu ziskavaji diky ristu ve slozitém a heterogennim prostiedi
jedinecné fenotypy, nejvyznamnéjSim je rezistence k antibiotikiim (Teng a Dick 2003).
Rezistence k antimikrobidlnim latkdm je definovana jako schopnost mikroorganismi, jako jsou
bakterie, viry, houby a paraziti odolavat ucCinktim ¢k, které byly kdysi u¢inné pii 1écbé infekci
zpuisobenych témito organismy. K této rezistenci dochazi tehdy, kdyz si mikroorganismy
vyvinou mechanismy, které je chrani pfed plisobenim antimikrobidlnich latek, coz vede k
selhani 1écby a zvySenym obtizim pfi zvladani infekci. Rezistence mlize vzniknout de novo
genetickymi mutacemi nebo muze byt do citlivého kmene bakterii pfenesena pomoci

horizontalniho pienosu gentd (HGT).

Biofilmu mé vyznamny vliv na rezistenci k antimikrobidlnim latkdm. Biofilm nema
specifitu k urcité latce, ale vliv na rezistenci maji jeho chemické a fyzikalni vlastnosti, jako je

hydrofobicita nebo pfitomnost EPS.

Jednou z pficin rezistence je jedine¢ny bunécny obal bohaty na mykolové kyseliny,
ktery vytvaii hydrofobni bariéru, jez omezuje prinik mnoha antibiotik. Tato silna vrstva snizuje
propustnost hydrofilnich 1é¢iv, coz jim ztézuje dosazeni cile v bunice (Liu, Nikaido 1999).
Pti¢inou bakterialni rezistence ve spojitosti s ristem biofilmu je pfitomnost extracelularnich
polymernich substanci (EPS) extracelularni matrice. Aby mohly antimikrobidlni latky
zprostiedkovat kontakt s bakterii pfes membranové receptory a poriny, musi pfes matrici
proniknout. EPS vyrazn€ zpomaluji prinik latek, a to bud’ prostym zpomalenim rychlosti jejich
transportu nebo chemickou interakei a jejich navadzanim (Hoyle et al., 1992). Biofilm funguje 1
jako fyzicka bariéra napft. proti fagocytujicim bunikdm, coZ umoznuje mykobakteriim pretrvavat
v hostitelskych tkanich. Prostiedi v biofilmech se mize zménit na anaerobni a mohou se zde
také hromadit vedlejsi metabolické produkty, coZ mize mit negativni vliv na i€innost antibiotik

(Yam et al. 2020).

Dalsi pti¢inou rezistence je schopnost mykobakterii produkovat enzymy, které
chemicky modifikuji antibiotika, ¢imzZ je ¢ini neucinnymi, napiiklad pfidavanim chemickych
skupin na specificka mista na antibiotiku, coz mu brani ve vazbé na jeho cilové misto. Jednim
z takovych enzymi je napiiklad N-acetyltransferaza, ktera je schopna modifikovat, konkrétné
acetylovat, aminoglykosidy nesouci 2° aminoskupinu v aminoglykosidovych antibiotikach

(Vetting et al. 2002).
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Rezistence muze byt také diusledkem chromozomadlnich mutaci, které méni zasahové
misto antibiotik. Mutace mohou naptiklad zplsobit nadmérnou expresi nebo modifikaci
cilovych proteind, které se podileji na G€inku antibiotik. Také mohou branit aktivaci ,,proléciv*,
neaktivnich sloucenin, které vyzaduji metabolickou pifeménu, aby se staly ucinnymi.

Chromozomalni mutace se mohou §ifit horizontalnim genovym pienosem (Gygli et al. 2017%).

Posledni dobou se vénuje stale vétsi pozornost efluxnim pumpam, jelikoZ se objevuji
rezistentni klinické izolaty M. tuberculosis, které ale nevykazuji Zadnou zndmou mutaci
rezistence. Pfi¢ina rezistence je tedy pfisuzovana efluxnim pumpam, které aktivné vypuzuji

antibiotika z bunky dfive, nez mohou uplatnit sviij i€inek (Louw et al. 2011).

7.2.2 Testovani citlivosti na antibiotika

Testovani citlivosti na 1éky u rezistentnich druhi mykobakterii v biofilmech se ¢asto
provadi pomoci pomalého, ale velmi pfesného kultiva¢niho testu oznacovaného zkratkou DST
(Diagnostic sensitivity test). Lze ho provadét klasickymi standardizovanymi postupy na
pevnych kultivaénich mediich, které ale mohou trvat az 12 tydnti, nebo 1ze DST provadét
pomoci automatizovanych systémtl na tekutych mediich, které jsou oproti standardizovanym
presnéjsi a rychlejsi. Ale i ptesto trva zjisténi citlivosti na antibiotika za pouziti tekutych medii

pramérné 2-4 tydny.

V reakci na dlouhy Cas pfi testovani vySe uvedenymi metodami, se vyvinula dalsi
metoda testovani, a to amplifikace nukleovych kyselin, které¢ detekuji mutace genti, které jsou
zodpovédné za rezistenci, pomoci molekuldrné-genetickych metod jako je PCR. Jsou to
napiiklad testy Cepheid GeneXpert, ktery je schopen detekovat mutace souvisejici s rezistenci
na rifampicin a dale test Hain MTBDR plus a Abbott RealTime které je schopny detekovat
mutace souvisejici s rezistenci na rifampicin 1 izoniazid (World Health Organization, 2011)

(Kostera et al., 2018).

Netuberkul6zni druhy mykobakterii vykazuji v reakci na testovani citlivosti na léky
vyraznou heterogenitu. Proto jsou vysledky jejich testl srovnavany s referen¢nimi technikami
jako je mikrodiluce, coz je laboratorni technika pouZivand k urceni minimalni inhibi¢ni

koncentrace (MIC) antimikrobidlnich latek proti mikroorganismim (Woods et al., 2011).

7.2.3 Bakterialni perzistence u mykobakterii

Perzistence mykobakterii oznacuje schopnost podskupiny mykobakteridlnich bunék,

kterd neni podminéna genetikcy, zlstat v hostiteli Zivotaschopné po del§i dobu, navzdory
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imunitnim reakcim nebo pusobenim antibiotik. Casto se nachazi ve fyziologicky klidovém
stavu. Tento jev je kliCovy pro patogenezi napt. tuberkulézy a piedstavuje vyznamnou
komplikaci 1écby, jelikoz vede k chronickym infekcim. Mykobakterie mohou ptizpisobit sviij
metabolismus v reakci na stres prostiedi, coZ je nezbytné pro jejich preziti v dormantnim stavu.
To zahrnuje zmény, které jim umoziuji prosperovat v podminkach s nizkym obsahem Zzivin
nebo v hypoxickych podminkach, které se bézné vyskytuji naptiiklad v granulomech pfi
tuberkuloze (Wang et al. 2019). Pfi¢inou bakterialni perzistence je snizend rychlost ristu a
metabolismu organismil Zijicich v biofilmech, coz ma za nésledek snizeni rychlosti pfijmu

antimikrobialni latky buiikou (DuGuid, 1992).

7.3 Toxin — antitoxin (TA) systém

Toxin — antitoxin proteiny hraji vyznamnou roli nejen v bakterialni perzistenci ale i v
rezistenci u mykobakterii. Jejich lokusy pusobi jako efektory dormance a moduluji riust za
ruznych stresovych podminek. TA systémy se podileji na tvorbé perzistentnich bunék, které
odolavaji 1¢cbé antibiotiky, aniz by u nich vznikla geneticka mutace. Aktivace specifickych TA
systémi zvysSuje pieziti perzistentnich bunék za stresovych podminek, jako je praveé expozice
antibiotikiim. TA systémy pfispivaji 1 k celkové rezistenci vii¢i antibiotikiim, jelikoz zvysuji
schopnost odoldvat riznym stresovym faktorim, tudiZ napomdhaji nejen piezit bezprostfedni
ohroZeni, ale 1 prosperovat v prostedi, kde jsou pfitomna antibiotika. Bylo prokazéano, ze TA
systémy zvysuji odolnost vii¢i antibiotiklim jako je isoniazid (Yang a Walsh 2017%*). TA systémy
vyrazng ovliviiuji tvorbu biofilmu, a to nékolika zptsoby. Hraji roli pti pfechodu z planktonniho
stadia do ptisedlého stadia biofilmu. Podileji se na regulaci obecné stresové odpovédi, kterd je
pro vyvoj biofilmu nezbytna. Mohou také modulovat expresi genli souvisejicich s tvorbou
biofilmu a tim maji vliv na architekturu a stabilitu biofilmu. Také napomahaji udrzovat
rovnovahu mezi udrzenim biofilmu a disperzi bun€k do prostoru. TA systém jsou také spojeny

s regulaci druhych posli, jako je c-di-GMP (Karimi et al. 2014).

TA systémy se nachazeji na bakteridlnich chromozomech a plazmidech. Kazdy lokus je
tvofen geny, které koduji proteinovy toxin — antitoxin par. Toxinem je obvykle protein, ktery
muze inhibovat bunécné procesy jako je translace, transkripce nebo replikace DNA. Napftiklad
toxin VapC5 u M. abscesus §tépi tRNA, coz vede k zastaveé rlstu a umoznuje bakterii prezit
pusobeni antibiotik zaméfenych na ribozomy (Troian et al. 2023). Antitoxinem muze byt
protein ale 1 molekula RNA. Antitoxin je méné stabilngj$i a za specifickych stresovych

podminek se rozklada. Jeho rozklad vede k aktivaci pfisluSného toxinu. TA systémy také
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podporuji udrzeni plazmidi kédujicich tyto systémy, zabijenim dcefinych bunck, které

schopnost kddovat TA systémy ztratily (Gerdes et al., 1986)

Existuje pét typtt TA systému. U mykobakterii je typicky typ II, kdy se antitoxin piimo

vaze na toxin (Shao et al. 2011).

Tyto systémy maji Ctyfi zasadni vlastnosti. Prvni z nich je usporadani jejich gent. Gen
pro antitoxin se vzdy nachazi ptred genem pro toxin, mize se s nim bud’ Castecné prekryvat
anebo mezi sebou maji kratkou intergenovou oblast. Druhou vlastnosti je, Ze jejich geny jsou
kotraskribovany a vétSinou 1 kotranslatovany. Treti vlastnosti je, ze antitoxin autoreguluje
expresi operonu TA na Urovni transkripce, a ptisluSny toxin plisobi jako korepresor exprese,
kdyZ je vazan na parovy antitoxin. Ctvrtou vlastnosti je jiz zminéna nestabilita antitoxinu a

stabilita toxinu (Korch et al., 2009).

TA systém funguje prostiednictvim RNazové aktivity. Pti pisobeni stresovych faktord,
antitoxin jejim vlivim podléha degradaci, coz vede ke vzniku aktivniho toxinu. Toxin dale
reguluje rust bunky, a to napiiklad degradaci mRNA, replikaci DNA nebo syntézou bunécné
stény. Kdyz se podminky, ve kterych se buiika nachazi vrati do optimalnich hodnot, je toxin

degradovan syntézou novych antitoxind.

Vliv TA systému na rezistenci mykobakterii vyplivd napfiklad ze srovnani
Mycobacterium tuberculosis, ktery ma 88 lokust pro TA, a pidniho saprofyta Mycobacterium

smegmatis, ktery mé pouze jeden lokus (Ramage et al., 2009).

Je znamo sedm skupin TA lokust a to jsou cced, parDE, mazEF, relBE, vapBC, phd/doc
a higBA, které se navzajem li§i mechanismy ucinkt. Toxiny systému relBE, higBA, mazEF a
vapBC pulsobi jako ribonukledzy a inhibuji translaci (Pedersen et al., 2003) (Christensen-
Dalsgaard, Gerdes, 2006) (Zhang et al., 2003) (Talwar et al., 2020). Systém phd/doc ptusobi
pravdépodobné také na urovni translace (Hazan et al., 2001). Toxiny systémt ccd a parDE jsou
jedy gyréazy, ktery inhibuje replikaci DNA (Dao-Thi et al., 2005) (Jiang et al., 2002). U
mykobakterii se nachézi systémy relBE, vapBC a mazEF (Pandey, 2005).

7.3.1 Vztah mezi rezistenci, perzistenci a fitness v biofilmu

Geny, které zajistuji fitness biofilmu, napt. u Mycobacterium tuberculosis, také
zajistuji, Ze je v biofilmu udrZovana rezistence vii¢i antibiotiklim a to tim, Ze v biofilmu udrzuji

prostiedi, které posiluji perzistentni vlastnosti bun¢k. K regulaci genové exprese gent, pro

oy ee
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perzistenci mykobakteriim umoZnuje snizeni metabolismu a rastové rychlosti jednotlivych
bunék, tudiz v biofilmu budou ptezivat burnky takto pfizpisobené. Mykobakterie pro pieziti
v nepfiznivych podminkach také vyuzivaji aktivaci specifické stresové odpovédi, jako je

produkce stresovych proteind, které buniky chrani pred poskozenim (Richards et al., 2019).

Mykobakterie mohou ziskédvat nové geny prostiednictvim horizontdlniho genového
transferu (HGT), ktery umoziuje pfenos genli mezi bakteriemi, kterymi mohou byt praveé geny
pro rezistenci k antibiotikiim nebo geny zvysujici schopnost tvorby biofilmu. HGT je vyznamny
pro adaptaci a evoluci bakterii, jelikoz umoziujici rychlé Sifeni vyhodnych genetickych
vlastnosti v bakterialnich populacich. V biofilmu je vysoké hustota bun¢k bakterii, coz je faktor
pro u¢inny HGT. Déle matrix biofilmu udrzuje stabilni fyzikalni prostfedi pro kontakt mezi
buitkami, ktery je nezbytny pro nékteré mechanismy prenosu gend, a je zdrojem DNA ve formé
eDNA (Campoccia et al., 2021). Bylo prokazano, Ze konjugace je v biofilmech az 700krat
ucinnéjsi ve srovnani s voln¢ zijicimi bakteriemi (Krol et al. 2013). Mykobakteridlni genomy
jsou také velice plastické, coz znamena, ze mohou lehce ménit svou genetickou strukturu
prostfednictvim mutaci, deleci nebo duplikaci, coz umoziluje adaptaci na riizné podminky (Xia

etal., 2023).

8 Zaver
Tato bakalatrska prace shrnuje souc¢asné poznatky o bakterialnim rodu Mycobacterium,

o schopnosti tvorby biofilmu a vyznamu mykobakteridlnich biofilmli v medicing, vcéetné

antibiotické rezistence mykobakterii.

V soucasné dobé neni stale zcela jasné, jak ptesné Mycobacterium tuberculosis
manipuluje imunitni odpovéd’ hostitele. Napiiklad pfesné mechanismy, které umoznuji Mtb
ptezivat v makrofazich, nejsou plné pochopeny. Tato nejasnost zt€Zuje vyvoj efektivnich vakein

a terapeutik (Young et al., 2023%*).

Dale nejsou dostate¢né prozkoumany mechanismy, které umoznuji Mycobacterium
tuberculosis ptezivat v latentnim stavu v hostiteli, coz komplikuje vyvoj diagnostickych metod

a preventivnich strategii (Salina et al., 2023%*).

U multirezistentnich kmenti mykobakterii nejsou dostate¢né¢ zmapované genetické

mutace spojené zrezistenci, coz stézuje vyvoj léCiv. Vyzkum tuberkuldzy je také casto
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nedostatecné financovan ve srovnani s jinymi infekénimi nemocemi, jako jsou infekce HIV a
AIDS a malarie. Nedostate¢né financovani omezuje pokrok ve vyvoji novych diagnostickych,

terapeutickych a preventivnich metod (Khan et al., 2016).

Jednim z aktudlnich sméri vyzkumu u mykobakterii je vyzkum zamétfeny na
diagnostické metody. Mezi tyto vyzkumné metody patii Xpert MTB/RIF, kterd umoziuji
rychlou detekci TB DNA a odolnosti vici rifampicinu do dvou hodin. Tyto testy se osvédcCily
svou vysokou citlivosti a specificnosti, a to 1 pii diagnoze extrapulmonalni tuberkulozy (Biset

et al., 2024).

Dalsi strategii je inhibice quorum sensing prostfednictvim inhibice syntézy signdlnich
molekul nebo naptiklad vazbou na receptory mohou inhibitory blokovat aktivaci genil

regulovanych quorum sensing (Naga et al. 2023%*).
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